Rec'dPCWTO 14APR20fli 
BUNDeINePUBUK DEUTSCMLAND 2^7 OKT 2003 ^ 



PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 





Prioritatsbescheinigung uber die Einreichung 
einer Patentanmeidung 




Aktenzeichen: 
Anmeldetag: 
Anmelder/lnhaber: 
Bezeichnung: 



102 47 781.7 



14. Oktober 2002 



FLUORON GmbH. Neu-Ulm/DE 



Herstellung eines F§rbemittels zur Visualisierung 
von Zellen im menschlichen oder tierischen Korper 



IPC: 



A 61 K. C 09 B 




Die angehefteten Stucke sind eine riclitige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprtinglichen Unterlagen dieser Patentanmeidung. 



MQnchen, den 22. Oktober 2003 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der Prasident 
Inn Auftrag 



A 9161 

03/00 
EDV-L 



,m ■ ■ • 



[ Pa'ben'banmeldung] 



Hersliellung eines Farbemittels zur Visualisierung 
von Zellen im menscliliclien oder tierischen Kdrper 



[Beschreibung] 

Die Erfindung betrifft die Herstellung eines Farbemittels 
zur Visualisierung von Zellen im menschlichen pder tieri- 
schen KOrper, 

[Stand der Technik] 

Hierzu ist es aus der WO 99/58160 bekannt, als Farbstoff 
Trypan-Blau zu verwenden* Der bekannte Farbstoff wird in ei- 
ner wSssrigen Losung zvm EinfSrben der Vorderkapsel fUr eine 
Katarakt -Operation am Auge verwendet.- Durch die Visualisie- 
rung der Vorderkapsel erkennt der Chirurg den Umriss der 
Kapsulorhexis, wodurch die Phakoemulsif ikation erleichtert 
wird. 

Bei Trypan-Blau handelt es sich urn eine zytotoxische Sub- 
stanz, wie beispielsweise aus Solomon K.D. et al ..Protective 
effect of the anterior lens capsule during extracapsular ca- 
taract extraction"' OPHTHALMOLOGY, vol. 96, no. 5, May 1989 
(1989-05), pages 591-597 bekannt ist. Bei der Verwendung von 
Trypan-Blau ist daher die vollstandige AusspUlung insbeson- 
dere des Augenbereiches, in welchem das Trypan-Blau als FSr- 
bemittel zum Einsatz gekommen ist, unmittelbar nach der Ka- 
taraktoperation erf orde'rlich, urn einen langeren Verbleib im 
K6rper bzw. im Auge zu vermeiden. 



Ferner ist es bekannt (E. Kutchera, ^VitalfSrbung der abge- 
hobenen Netzhaut und ihre Defekte", Albrecht v. Graefes 
Arch. klin. exp. Ophthal. 178, 72,87 (1969)) zur Sichtbarma- 
chung von die gesamte' Netzhaut betref fenden Defekten in FSl- 
5 len von Netzhautabhebung den Farbstoff Patent-Blau intra- 
vitreal zu injizieren. Ftir die intravitreale Injektion wurde 
sine 0,47%-ige Patent-Blau-HyaloronsSure-LSsung verwendet. 
Die Visualisierung der Netzhautabhebung ist Sufierst zeitauf- 
wendig und ergibt sich erst einige Tage nach der Injektion. 

10 

[Aufgabe der Erfindung] 

, Aufgabe der Erfindung ist es, die Herstellung eines FSrbe- 
mittels mit fehlender ZytotoxizitSt zu schaffen, welches zur 
Visualisierung von Membranen mit begrenzender oder trennen- 

15 der Funktion oder durch Erkrankung entstandener Membranen im 
menschlichen oder tierischen KQrper geeignet ist. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemSB durch die kennzeichnenden 
Merkmale des Patentanspiruches 1 gel6st. Die Unteransprtiche 
20 beinhalten vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung. 

Bei der Erfindung wird durch die Verwendung von Patentblau 
in einer physiologisch kompatiblen LQsung von insbesondere 
I Natrixamchlorid, die mit einem Puffer auf ein pH von 6,8 bis 
25 7,8, insbesondere etwa 7,4 eingestellt sein kann, ein FSrbe- 
mittel zur Visualisierung von Zellen, insbesondere von tren- 
nenden oder begrenzenden Membranen im menschlichen und tie- 
rischen K6rper geschaffen. Bei Patentblau handelt es sich urn 
einen Triphenylmethan- Farbstoff. Vorzugsweise kommt ein als 
30 Lebensmittelfarbstoff (L-Blau 3 = E 131) zugelassenes Pa- 
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tentblau V (C54H62CaN40i4S4 MG. 1159,45) zum Einsatz. Als Puf- 
fer kann ein Phosphat-, Hydrogencarbonat- oder Cit rat- 
Puffer, dessen pH-Wert mittels Natriumhydroxid eingestellt 
werden kann, verwendet werden. Die Konzentration von Patent- 
5 blau V betrSgt in wSssriger LSsung vorzugsweise 0,6 bis 2,5 
g/1, insbesondere etwa 1,2 g/1. Man erreicht eine spontane 
Einfarbung der gewtinschten Bereiche im menschlichen oder 
tierischen Korper. 



10 Das Farbemittel kann zum AnfSrben der Linsenkapsel, insbe- 
sondere der Linsenvorderkapsel bei einer Katarakt-Operation 
verwendet werden. Die Anfarbung erfolgt vor der Kapsulorhe- 
xis und Phakoeitiulsif ikation. 

15 Fur die Anfarbung wird das Kammerwasser durch eine korneale 
Oder sklerale Tunnelinzision abgesaugt und die Vorderkammer 
anschlieRend mit einem Gas, insbesondere Luft gefilllt- Mit 
einer Kaniile werden ca. 0,3 ml Patentblau V in die Vorder- 
kammer verabreicht. Es entsteht die Anfarbung der Linsenkap- 
20 sel, welche durch den Pupillenrand der Iris begrenzt ist. 

Nach einigen Sekunden wird zum Auswaschen des nicht benotig- 
ten Farbstoffes die Vorderkammer mit einer Natriximchlorid- 
L5sung ausgesptilt . 

25 AnschlieBend wird fUr die Durchftihrung der Katarakt-Opera- 
tion in herkSmmlichef Weise eine viskoelastische L6sung in 
die Augenvorderkammer eingebracht. Aufgrund der blauen Ver- 
farbung der Vorderkapsel tritt der Umriss der Kapsulorhexis 
klar hervor und lasst sich vom grauen Gewebe des Linsenkerns 

30 klar unterscheiden. 
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Ferner kann das Farbemittel zum AnfSrben der Membrana limi- 
• tans interna oder beispielsweise infolge von PVR (prolifera- 
tive Vitreoretinopathie) entstandenen Membranen, insbesonde- 
re epiretinalen Membranen an der Netzhaut oder an der RUck- 
5 fiache der GlaskOrpergrenzmembran,' insbesondere bei Netz- 
haut- und Glaskarperchirurgie zvun Einsatz kommen. 

Beim Entfernen, beispielsweise einer epiretinalen Membran 
von der Netzhaut wird mit Hilfe einer tiber die Pars plana 

10 eingebenden Kantile Patentblau V in ca. 0,3 ml der angegebe- 
nen PufferlSsung selektiv zur zu entfernenden Membran ge- 

i bracht- Der Glaskorper kann vorher ganz oder teilweise durch 

' eine Gasftillung, wie sie in herkSmmlicher Weise bei der 

Glaskorper- oder Netzhaut-, insbesondere Makulachirurgie zum 

15 Einsatz kommt, ersetzt sein. Beim Anfarben der epiretinalen 
Membran kann gegebenenfalls eine Anfarbung des benachbarten 
Retinagewebes mit schwScherem Einf Srbungsgrad erfolgen. Beim 
Entfernen der Membran von dem darunter liegenden, nichtein- 
gefSrbten Retinagewebe ergibt sich dann ein guter Kontrast. 

20 Nach dem Anffirben wird OberschQssige FarbemittellSsung aus- 
gespUlt und der freie Raum durch den angesprochenen gasfdr- 
migen GlaskSrperersatz angefailt. Durch die EinfSrbung ist 
• es mSglich, mit einem nicht beleuchteten oder nur schwach 

I beleuchteten Instrumenten beim Abtragen der Membran zu ar- 
25 beiten. Hierdurch wird bei ausreichender Kontrastwahrnehmung 
die Lichttoxizitat erheblich verringert. Insbesondere bei 
der Anwendung im Zusammenhang mit epiretinaler Membranen 
(Epiretinale Gliose, ^macular pucker'\ ^surface wrinkling") 
bildet der Einsatz der FarbemittellOsung eine wertvolle Hil- 
30 fe beim Aufsuchen und Entfernen der Membranen. 



Wenn bei Makulaf oramen mit zunehmender LochgrdBe die Entfer- 
nung der Membrana limitans interna erforderlich ist, erweist 
sich die Einfarbung dieser Membran mit der Farbemittellosung 
als vorteilhaftes Hilfsmittel beim Auf suchen und Entfernen 
5 dieser Membran wahrend der GlaskSrperchirurgie. 

Ferner ist es mOglich, ein viskoelastisches Material, bei- 
spielsweise HyaluronsSure, welches als Hilfsmittel bei der 
ophhthalmologischen Chirurgie zum Einsatz kommt, mit der Pa- 
10 tentblau V-Farbemittellosung . einzuf arben. Insbesondere lasst 
sich hierdurch bei der Katarakt-Operation eine Verbesserung 
des Kontrastes des viskoelastischen Hilfsmittels gegeniiber 
dem intraokularen Gewebe, insbesondere der Augeniris und dem 
Fundusreflex erzielen. 

15 

Gegentiber dem herkommlichen Trypan-Blau, welches teratogene 
Oder mutagene Wirkung (Cahen RL: Evaluation of the teratoge- 
nicity of drugs, Clin Pharmacol. Ther, 1964, 5, 480-514 und 
Produktinformation BLURHEX™, Dr. Agarwal' s Pharma Ltd. 
20 Chennai (Indien) ) hat, besitzt die erf indungsgemaBe LSsung 
von Patentblau V keine Zytotoxizitat . 

Zum Nachweis fehlender Zytotoxitat wurden Mauszellen L 929 
I und ARPE-19-Zellen mit dem erf indungsgemaiien Farbemittel mit 

25 unterschiedlichen Konzentrationen aber 68 bis 72 Stunden im 
Brutschrank behandelt. Die Vitalitat der Zellen und eine ab- 
geleitete Zytotoxizitat wird durch Bestimmung des Proteinge- 
halts der behandelten Zellkulturen gegenuber unbehandelten 
Kontrollkulturen quantitativ bestimmt. Mit einem Standard- 

30 Verfahren wird der Proteingehalt kolorimetrisch ermittelt. 
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Dabei zeigt sich, dass eine ZytotoxizitSt in signif ikanter 
Hohe entsprechend einer Wachstvutihemmung von mehr als 30% 
nicht vorhanden ist. 

Die Erfindung erweist sich insbesondere von Vorteil bei der 
Durchftihrung von Katarakt-Operationen mit dichten Katarakten 
und/oder schwer pigmentierten Fundi, bei denen der Fundusre- 
flex nur schwach ausgebildet ist oder fehlt. Mit Hilfe des 
Einfarbmittels erreicht man einen guten Kontrast zwischen 
der Vorderkapsel und dem unterliegenden Gewebe. 

[Belspiele] 

Im folgenden warden Ausftihrungsbeispiele des Farbeinittels in 
verschiedenen Puf ferlOsungen angegeben. 

Beispiel 1 

Patentblau V mit einer Konzentration von 1,2 g/1 in einer 
Phosphat-Puf f er-L5sung . 

20 200 ml L6sung enthalten: 
0,240 g Patentblau V 

0,380 g Dinatriumhydrogenphosphat {Na2HP04 x 2 H2O) 
0,060 g Natriumdihydrogenphosphat (NaH2P04 x 2 H2O) 
1,640 g Natriumchlorid (NaCl) 
25 Natriumhydroxid zur pH-Einstellung. 

Beispiel 2 

Patentblau V mit einer Konzentration von 1,2 g/1 in einer 
Hydrogencarbonat-Puf f er-L6sung . 

30 
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200 ml LOsung enthalten: 
0,240 g Patentblau V 

0,420 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCOa) 
1,640 g Natriumchlorid (NaCl) 
5 Natriumhydroxid zur pH-Einstellung 
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Beispiel 3 

Patentblau V mit einer Konzentration von 1,2 g/1 in einer 
Citrat-Puf f er-L6sung . 



200 ml L5sung enthalten: 
0,240 g Patentblau V 

0,216 g TrinatriTjmcitrat (CeHsNasO? x 2 H2O) 
1,640 g Natriiamchlorid (NaCl) 
15 Natriumhydroxid zur pH-Einstellung 

Vorzugsweise . wird bei den Puf f erlSsungen der pH-Wert durch 
Natriumhydroxid eingestellt. Es ist jedoch auch m5glich, die 
LOsung selbst auf den gewUnschten pH-Wert (neutral, schwach 
20 sauer, schwach alkalisch) innerhalb des bevorzugten Berei- 
ches von 6,8 bis 7,8 einzustellen. Die Einstellung der Kon- 
zentration von Patentblau auf vorzugsweise 0,6 bis 2,5 g/1, 
insbesondere etwa 1,2 g/1 erfolgt durch eine entsprechende 
Menge an Patentblau V. 
25 
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[Pat:en1:emsprtlche] 

1. Verwendung von Patentblau V in einem neutralen oder 
schwach sauren oder schwach alkalischen Puffer zur Her- 

5 stellung eines Farbemittels far die Visualisierung von 

Zellen im menschlichen oder tierischen KOrper. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung von begrenzen- 
den Oder trennenden Membranen, insbesondere im Auge her- 
10 stellt wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, 
wobei das Farbemittel zur Visualisierung von aus einem 
K5rperorgan, insbesondere dem Auge zu entfernenden Memb- 
ranen hergestellt wird. 

15 4. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, 

wobei das FSrbemittel zur Visualisierung der Linsenkap- 
sel des Auges hergestellt wird. 

5. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 4, 

wobei das FSrbemittel zur Visualisierung der Linsenvor- 
20 derkapsel bei einer Katarakt-Operation am Auge herge- 

stellt wird. 

6. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, 

wobei das FSrbemittel zur Visualisierung von durch Er- 
krankung in oder an einem K5rperorgan, insbesondere der 
25 Netzhaut des Auges entstandenen Membranen hergestellt 

wird. 



Verwendung nach Anspruch 6, 

wobei das Farbemittel zur Visualisierung epiretinaler 
Membranen hergestellt wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das 
Farbemittel zum Einfarben einer insbesondere in der 
ophthalmologischen Chirurgie eingesetzten viskoelasti- 
schen LOsung hergestellt wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 

wobei das Patentblau V im einem Puffer mit einem pH-Wert 

von 6,8 bis 7,8 gelost wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 

wobei ein Phosphat-^ Hydrogencarbonat- oder Citrat- 

Puffer verwendet wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 

wobei die Konzentration von Patentblau in der PufferlO- 

sung 0,3 bis 2,5 g/1/ insbesondere etwa 1,2 g/1 betragt. 
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[ Zusanmenf assung] 

Verwendung von Patentblau V zur Herstellung eines Farbemit- 
tels far die nicht zytotoxische Visualisierung von Zellen, 
insbesondere begrenzenden Oder trennenden Membranen im 
menschlichen oder tierischen Korper, insbesondere im Auge* 



